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Specification 



The present invention concerns the precursor protein of the "amyloid plaque core" 
(APC) polypeptide, fragments of the precursor protein, and the diagnostic use of the 
precursor protein or the fragments. Furthermore, the invention concerns the DNA coding 
for the precursor protein, fragments of this DNA, and the diagnostic use of the DNA and 
the fragments. 

Alzheimer's disease was described for the first time as an independent clinical and 
pathological phenomenon in 1907 by the German neurologist Alois Alzheimer 
(Alzheimer, A. (1907) Zentralblatt fur Nervenheilkunde und Psychiatrie, 177-179). It is 
the most frequent degenerative brain disease in elderly people. In America alone, 
approximately 2 million people today suffer from the disease and at least 100,000 of 
these die each year (Wurtman, R.J. (1985) Sci. Am. 252, 48-56). 

The disease occurs in people between the age of 40 and 80. Those affected 
gradually lose their memory and their ability to concentrate. The state of mental decay 
increases over the course of 3 to 10 years, until the patients neither speak or think, nor 
can they take care of themselves, and they ultimately die. The cause of this dementia is 
unknown. There is neither a definitive diagnosis nor a therapy. 

Typical changes can be recognized under the microscope in brain autopsies of those 
who have died from Alzheimer's disease. 

- The number of neurons has diminished, especially in the parietal lobes, i.e., in the 
portions of the brain where the faculties of memory are localized. A loss of 
neurons which normally release acetylcholine is also clearly noticeable. 

- Furthermore, three extremely unusual structures occur in the cerebral cortex, 
which do not exist in the brain of healthy people and therefore are used for 
diagnosis (even postmortem): 

1) intracellular neurofibrils (NFTs, "neurofibrillary tangles") 

In the cell body of neurons of the cerebral cortex and the hippocampus one finds 
bundles consisting of two filaments helically twisted about each other (PHFs, 
"paired helical filaments"). 

2) extracellular amyloid plaques (APC, "amyloid plaque core") 

The neuritic plaques contain amyloid and the residue of dead cells, which are 
scattered in the cerebral cortex, the hippocampus, and the amygdaloid nucleus. 
The number of plaques correlates with the degree of mental deterioration. 

3) cerebrovascular amyloid (ACA, "amyloid congophilic angiopathy") 

By amyloid is meant a protein-rich mass. Such formless protein aggregates are 
found around the blood vessels or in the wall of blood vessels in the brain. 
The protein component of the ACA has been isolated and sequenced (Glenner, G.G. 
& Wong, C.W. (1984) Biochem. Biophys. Res. Commun. 120, 885-890). The amino acid 
sequence has no homology with known protein sequences. The protein components of the 
PHF and APC have likewise been isolated and sequenced (Masters, C.L., Multhaupt, G., 
Simms, G., Potigiesser, J., Martins R.N. and Beyreuther, K. (1985) EMBO 4, 2757-2763 
and Masters, C.L., Simms, G., Weinman, N.A., Multhaupt, G., McDonald, B.L. and 
Beyreuther, K. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 4245-4249). Based on the amino 
acid sequences, the same polypeptide is probably involved in all three instances with a 



molecular weight of 4.5 kD. The corresponding sequence is shown in figure 1 a-c 
(position 597-638). 

There are several hypotheses about the origin of this APC protein. It might be a 
normal protein in the brain (or also in another organ), with either runaway biosynthesis 
regulation or disturbed physiological decomposition. Its build-up in very large quantity 
might then be the cause of the disease. If it is an abnormal protein and its unusual 
aggregation ability causes the disease, then it could also be coded by a healthy human 
gene that has been wrongly controlled by some factor, such as virus, nutrients, or 
environmental toxins. The error might also involve a modification of the original protein 
precursor. On the other hand, a viral gene might also be responsible for the synthesis of 
the APC protein. 

It was now attempted to clarify the origin and nature of the APC protein whose 
aggregation in the cerebral cortex is one of the main biochemical symptoms of Alzheimer 
patients, in order to thus obtain a tool for improved diagnosis of Alzheimer's disease. 

For this, a fetal human brain c-DNA bank with pA + mRNA of the cerebral cortex 
was constructed. 

The c-DNA synthesis was carried out according to Okayama and Berg (Okayama, 
H. and Berg, P. Mol. Cell. Biol. 2, 161-170 (1982); Okayama, H. and Berg, P. Mol. Cell. 
Biol. 3, 280-289 (1983)) and the c-DNA was transformed in E. coli HB 101 (Aviv, H. 
and Leder, P. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 1408 (1972)). Each of the thus obtained c- 
DNA banks contains more than 1 x 10 6 independent c-DNA clones. 

For sorting through the bank, a DNA probe was used, whose sequence was derived 
from the sequence of the APC polypeptide. The sequence which corresponds to the 
amino acids in position 10-16 of the APC was chosen. The corresponding sequence is 
marked by brackets in figure 1 c (position 1815-1835). To ensure an optimal 
hybridization, the degeneration of the genetic code was taken into account and a mixture 
with the following sequence was prepared and used as probe: 

5 1 TT T TG A TG A TGCAC T T CA TA3 
C G G C GG 

this is a 64-fold degenerated 20-mer. The corresponding sequence is marked by brackets 
in figure 1 c (position 1815-1835). A test of 100,000 c-DNA clones of the human fetal 
cerebral cortex bank led to the isolation of a complete (full-length) c-DNA clone with 
serial number EC 9. 1 10, which codes for a protein that contains the APC sequence and 
thus represents the precursor protein of the APC peptide. The sequence of the c-DNA and 
the amino acid sequence of the coded protein are shown in figure (1). The sequence 
analysis was done by the Dideoxy Method (Sanger, F., Nicklen, S. and Coulson, A.R. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467 (1977) and Guidelines for quick and simple 
plasmid sequencing, Handbook, (1986) Boehringer Mannheim GmbH, Biochemica., D- 
6800 Mannheim). As of yet, nothing is known about the natural function of the APC 
precursor protein. 

Thus, the present invention concerns the deoxyribonucleic acid of sequence per 
figure 1 and its functional equivalents. The term functional equivalents in this connection 
signifies that individual nucleotides within the sequence can be exchanged or derivatized, 



due to the degeneration of the genetic code, without this having an influence on the 
function of the nucleic acid. In particular, the invention concerns the DNA of the 
sequence per figure 1 from position 1 to position 2089 and its functional equivalents. 
This part of the DNA is the part which codes for the precursor protein. Due to certain 
features in the sequence, the protein and the corresponding DNA sequence is an 
interesting tool for the diagnosis of Alzheimer's disease on a molecular level. Here, in 
particular, the region from around position 600 to around position 900 is noteworthy. 
This part codes for an unusually large number of acidic amino acids, in terms of the 
length of this segment. Also quite conspicuous are the seven threonines (position: DNA 
819-840/amino acids 274-280) in succession. Such regions are especially interesting for 
the development of DNA probes for diagnostics, since they are unique in their unusual 
sequence and thus allow a highly specific detection. The invention also concerns 
fragments of DNA from figure 1 or oligonucleotides derived from this DNA and their use 
as probes in diagnostics. For hybridization experiments, the DNA will not be used in its 
full length. Normally, for hybridization one uses fragments with a length of around 10 to 
50 .nucleotides. Longer fragments usually lead to problems of manipulation. Fragments 
with fewer than 10 nucleotides usually do not have sufficient specificity or the bonding is 
too weak. 

The DNA per figure 1 or the fragments of this DNA can be used very well during 
diagnosis of Alzheimer's disease, for determining mutations such as deletions, insertions 
and point mutations or rearrangement mistakes. 

The present invention enables a diagnosis of Alzheimer's disease on the molecular 
level. This also holds for presymptomatic diagnosis of Alzheimer's disease. The analysis 
can be performed with known techniques of DNA technology, such as the techniques 
described by Antonarkals et al. (1985), in Hum. Gen. 69, 1-14. 

The present invention also includes the precursor protein coded by the DNA or its 
fragments. The detection of this protein or its fragments likewise represents a starting 
point for the diagnosis of Alzheimer's disease. Here, again, the peculiarities of the 
sequence (amino acids: roughly position 200 to position 290) are of special significance. 
Fragments of the precursor protein, especially from the region of 200 to 290, can be used 
very well as antigen peptides for the preparation of polyclonal or monoclonal antibodies, 
which in turn can be used in diagnostics. 

Functional equivalents in connection with the protein or the peptides means that 
variations in the form of amino acid exchanges or derivatization are possible both in the 
sequence of the protein and in the peptides, which have no influence on the function of 
this peptide as an antigen, for example. 

Legend for Figure 1 a-c 

Nucleotide sequence 5' 3' of the c-DNA clone which codes for the precursor 
protein of the APC polypeptide and the amino acid sequence derived from the DNA. The 
amino acids are designated by the following single-letter codes: 



Amino acids 



A 


Ala alanine 


B 


Asz Asn or Asp 


C 


Cys cysteine (cystine) 


D 


Asp asparaginic acid 


E 


Glu glutaminic acid 


F 


Phe phenylalanine 


G 


Gly glycerin 


H 


His histidine 




HS homoserine 




HSL homoserine lactone 


I 


De isoleucine 


K 


Lys lysine 


L 


Leu leucine 


M 


Met methionine 


N 


Asp asparagine 




Nle norleucine 


P 


Pro proline 


Q 

> <- 


Gin glutamine 


R 


Arc areinine 


S 


Ser serine 


T 


Thr threonine 


V 


Val valine 


W 


Trp tryptophan 


Y 


Tyr tyrosine 


Z 


Glx Glu or Gin 


X 


not identified 
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Beschrelbung 

Die voriiegende Erflndung betrrfft das VorlSu- 
ferprotein des "amyloid plaque core* (APC)-PoIy- 
peptids, Fragmente des VorlSuferproteins sowie die 5 
diagnostische Verwendung des VorlSuferproteins 
bzw. der Fragmente. Wecterhin betrifft die Erfin- 
dung die fOr das Vorlauferprotein codierende DNA, 
Fragmente dieser DNA sowie die diagnostische 
Verwendung der DNA bzw. der Fragmente. to 

Die Alzheimersche Krankhert wurde im Jahre 
1907 von dem deutschen Neurologen Alois Alzhei- 
mer zum ersten Mai als eine eigenstSndige klinl- 
sche und pathologische Erscheinung beschrieben 
(Alzheimer, A. (1907) Zentralblatt fOr Nervenheil- is 
kunde und Psychiatrie, 177-179). Sie ist die hSufig- 
ste degenerative Gehirnerkrankung bel alten Men- 
crhort AJIein in Amerika leiden ungefahr 2 Millio- 
nen Menschen heute an der Krankhelt und minde- 
stens 100 000 davon sterben jedes Jahr (Wurtman, 20 
R.J. (1985) Sci.Am. 252, 48-56). 

Die Krankheit tritt beim Menschen zwischen 
dem 40. und 80. Lebensjahr auf. Die Betroffenen 
verlieren allmShlich ihr Gedachtnis und ihre Kon- 
zentrationsfShlgkelt. Der Zustand des geistigen 2s 
Verfalls steigert sich innerhalb von 3 bis 10 Jahren. 
bis die Patlenten weder sprechen, denken noch fOr 
sich sorgen ktinnen und schliefllich sterben. Die 
Ursache fUr diese Demenz ist unbekannt Es gibt 
weder eine definitive Diagnose noch eine Theraple. 30 

Bel Himautopsten von an der Alzheimerschen 
Krankheit gestorbenen Menschen sind im Mikro- 
skop typische Veranderungen zu erkennen. 

- Die Zahl der Neuronen hat abgenommen, vor 
allem in den Scheitellappen, also in den Tei- as 
len des Gehlms. wo die GedSchtnisleistungen 
lokafisiert sind, Ein Veriust an Neuronen, die 
normaJerweise Acetylcholin freisetzen, ist 
ebenfalls deutlich sichtbar. 

- Weiterhin kommen im cerebralen Cortex drei 40 
auflerst ungewShnliche Strukturen vor, die im 
Gehim gesunder Menschen nicht ewstieren 

und daher zur Diagnose (nach dem Tod) be- 
nutzt werden: 

1) intrazellulSre Neurofibrillen (NFTs, 45 
"neurofibrillary tangles") 

!m ZellkSrper von Neuronen der GroOhlmrin- 
de und des Hippocampus findet man BUndel, 
die aus zwel helixartig umelnandergedrehten 
Filamenten (PHFs, "paired helical filaments - ) 50 
bestehen. 

2) extraxellulSre amylolde Plaques (APC, 
"amyloid plaque core") 

Die neuritischen Plaques enthalten Amyloid 
und die Oberreste abgestorbener Zellen. sie 55 
sind in der Gro8hirnrinde, dem Hippocampus 
und dem Mandelkern verstreut. Die Anzahl 
der Plaques korreliert mit dem Grad des gei- 



»3 Ui 0 
stigen Verfalls. 

3) cerebrovasculars Amyloid (ACA, 
"amyloid congophilic angiopathy 0 ) 
Als Amyloid bezeichnet man eine proteinrei- 
che Masse. Soiche formlosen Proteinaggre- 
gate sind ringsum die Blutgefafle bzw. in der 
Wand von BlutgefSflen im Gehim zu finden. 
Die Proteinkomponente des ACA wurde isoliert 
und sequenziert (Glenner, G.G. & Wong, C.W. 

(1984) Biochem. Biophys. Res. Cornmun 120, 885- 
890). Die Aminosauresequenz hat keine Homologie 
zu bekannten Proteinsequenzen. Die Protelnkom- 
ponenten der PHFs bzw. APC wurden ebenfalls 
isoliert und sequenziert (Masters, C.L, Multhaupt, 
G., Simms, G., Pottgiesser, J., Martins R.N. and 
Beyreuther, K. (1985) EMBO 4, 2757-2763 und 
Masters, OL, Simms, G., Weinman, N.A., Mult- 
haupt G., McDonald. B.L and Beyreuther, K. 

(1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 4245-4249). 
Nach den AminosSuresequenzen handelt es sich 
wahrschelnlich in alien drei FSIIon urn das gleiche 
Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 4,5 kD. 
Die entsprechende Sequenz ist in der Fig. 1 a-c 
eingerahmt (Position 597-638). 

Es gibt mehrere Hypothesesn urn die Herkunft 
dieses APC-Proteins zu erklaren. Es konnte ein 
normales Protein im Gehim (oder auch in einem 
anderen Organ) sein, bei dem entweder die Regu- 
lation der Biosynthese entgleist Oder der physiolo- 
gische Abbau gestSrt ist. Die AnhSufungen In sehr 
grofior Menge kOnnten dann die Ursache der 
Krankhert sein. Falls es ein abnormes Protein ist 
und seine ungewohnliche AggregationsfShigkert die 
Krankheit verursacht, konnte es ebenfalls von ei- 
nem gesunden, menschlichem Gen kodiert werden, 
das durch irgendeinen Faktor, z.B. Wen, Nah- 
rungsmittel Oder Umweltgifte falsch gesteuert wUr- 
de. Der Fehler kflnnte auch In einer Modifikation 
der ursprtJnglichen Protein-Vorstufe bestehen. An- 
dererseits konnte aber auch ein virales Gen fUr ale 
Synthese des APC-Proteins verantwortlich sein. 

Es wurde nun versucht die Herkunft und Natur 
des APOProteins zu klaren. dessen Aggregation 
im cerebralen Cortex eines der biochemischen 
Hauptsymptome von Alzheimer-Patienten ist, urn 
damlt ein Werkzeug zur verbesserten Diagnostik 
der Alzheimer-Krankheit zu erhalten. 

Dazu wurde eine f<5tale, humane Hirn c-DNA- 
Bank mit pA+mRNA des cerebralen Cortex kon- 
struiert. 

Die c-DNA-Synthese wurde nach Okayama und 
Berg (Okayama, H. and Berg. P. Mol. Cell. Biol. 2, 
161-170 (1982); Okayama, H. and Berg. P. Mol. 
Cell. Bioi. 3, 280-289 (1983)) durchgefuhrt und die 
c-DNA in E. coli HB 101 transformiert (Aviv. H. and 
Leder.P. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69. 1408 
(1972)). Jede der so erhaltenen c-DNA-Banken ent- 
halt mehr als 1 x 10* unabhangige c-DNA-KIone. 
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FOr das Sichten der Bank wurde eine DNA- 
Sonde benutzt, deren Sequenz aus der Sequenz 
des APC-Polypeptlds abgeleitet war. Es wurde die 
Sequenz gewShlt. die den AminosSuren in Position 
10-16 des APC entspricht. Oie entsprechende 
Sequenz ist in der Fig. 1 c durch eine Klammer 
markiert (Position 1815-1835). Urn eine optimale 
Hybridisierung zu gewahrleisten, wurde die Dege- 
neration des genetischen Codes berOcksichtigt und 
aJs Sonde ein Gemisch mit der folgenden Sequenz 



5 •TT T TG A TG A TGCAC T T CA TA3 • 




I 



C GG 



hergestellt und benutzt Dies ist ein 64fach degene- 
riertes 20-mer, Die entsprechende Sequenz ist in 
der Ftg. 1 c durch eine Klammer markiert (Position 
1815-1835). En Test von 100 000 c-DNA Kionen 
der menschlichen ffltalen cerebraien Cortex Bank 
fOhrte zu der Isolienjng eines vollstandigen (full- 
length) c-DNA-Wons mit der Serien-Nr. EC 9.110, 
der ein Protein kodiert, welches die APC-Sequenz 
enthaft und somit das VorlSufer-Protein des APC- 
Peptids darstellt Die Sequenz der c-DNA und die 
AminosSuresequenz des kodierten Proteins sind 
der Rgur (1) zu entnehmen. Die . Sequenzanalyse 
erfolgte nach der Dideoxy-Methode (Sanger, F., 
Nickien, S. and Coulson. A.R. Proc. Natl. Acad. Scl. 
USA 74, 5463-5467 (1977) und Guidelines for quick 
and simple Plasmid Sequencing, Handbook, (1986) 
Boehringer Mannheim GmbH, Biochemica, D-6800 
Mannheim). Ober die natOrliche Funktion des APC- 
Voriauferproteins 1st zur Zeit noch nichts bekannt 

Die voriiegende Erfindung betrifft also die De- 
soxyribonucleins3ure der Sequenz gemSB Fig. 1 
und deren funktlonellen Aquivalente. Der Ausdruck 
funktionelle Aquivalente bedeutet in diesem Zu- 
sammenhang, dafl innerhalb der Sequenz. bedingt 
durch die Degeneration des genetischen Code, ein- 
zelne Nucleotide ausgetauscht oder auch derivati- 
siert werden ktfnnen, ohne dafl dies einen EnfluB 
auf die Funktion der Nukleinsaure hat. Insbesonde- 
re betrifft die Erfindung die DNA der Sequenz 
g mSB Fig. 1 von Position 1 bis Position 2089 und 
deren funktionellen Aquivalente. Dieser Teil der 
DNA ist der Teil. der fdr das Vorlauferprotein co- 
diert. Durch einlge Besonderheiten in der Sequenz 
ist das Protein und die korrespondier nde DNA- 
Sequenz ein interessantes Werkzeug ftJr die Dia- 
gnose der Alzheimer Krankheit auf molekularer 
Ebene. Hier ist insbesondere der Bereich von etwa 
Position 600 bis etwa Position 900 erwahnenswert. 
Dieser Teil codiert fOr eine ungewtihnlich groBe 
Zahl von saur n AminosSuren, bezogen auf die 
LSnge dieses Abschnitts. Ganz besonders auffallig 
sind auch die sieben Threonine (Position: DNA 819 



-840 / Aminosauren 274 - 280) hintereinander. Fur 
die Entwicklung von DNA-Sonden fUr die Diagno- 
stik sind solche Bereiche besonders irrteressant da 
sie durch ihre auflergew5hnliche Sequenz einzigar- 

5 tig sind und somit eine hochspezifische Detektion 
ertauben. Die Erfindung betrifft auch Fragmente der 
DNA aus fig. 1 bzw. aus dieser DNA abgeleitete 
Oligonukleotide sowie deren Verwendung als Son- 
den in der Diagnostic FQr Hybridisierungsexperi- 

10 mente wird die DNA nicht in der vollen Lange 
eingesetzt Normalerweise benutzt man fOr Hybri- 
disierungen Fragmente einer L2nge von etwa 10 
bis 50 NuWeotiden. Langere Fragmente fuhren 
melst zu Problemen bel der Handhabung. Frag- 

75 mente mit weniger als 10 Nukleotiden besitzen 
meistens nicht die hinreichende Spezifitat bzw. die 
Bindung ist zu schwach. 

Die DNA gemSfl Fig. 1 bzw. die Fragmente 
dieser DNA konnen sehr gut bei der Diagnose der 

20 Alzheimer-Erkankung verwendet werden. zum Fest- 
stellen von Mutationen wie z.B. von Deletionen. 
Insertionen und Punktmutationen oder 
Rearrangement-Fehlern. 

Die voriiegende Erfindung emnoglicht die Dia- 

25 gnostik der AJzheimer-Erkrankung auf molekularer 
Ebene. Dies gilt gleichermaflen fOr die PrSsympto- 
matische Diagnostik der Alzheimer-Erkrankungen. 
DurcbgefUhrt werden kann die Analytik mrt bekann- 
ten Techniken aus der DNA-Technologie wie z.B. 

30 den von Antonaiteis et al (1985), in Hum. Gen 69. 
1-14 beschriebenen Techniken. 

Zu der vorliegenden Erfindung gehort auch das 
von der DNA codierte Vorlauferprotein bzw. dessen 
Fragmente. Der Nachweis dieses Proteins bzw. der 

35 Fragmente stellt ebenfalls einen Ansatzpunkt fUr 
die Diagnose der Alzheimer Krankheit dar. Auch 
hier sind die Besonderheiten der Sequenz 
(AminosSuren: ca. Position 200 bis ca. Position 
290) von besonderer Bedeutung. Fragmente des 

40 VorlSuferproteins, insbesondere aus der Region 
200 bis 290, kfinnen sehr gut als antigene Peptide 
fOr die Herstellung von polyklonalen oder monokio- 
nalen AntikSrpem verwendet werden, die wiederum 
Verwendung in der Diagnostik finden. 

45 Funktionelle Aquivalente im Zusammenhang 

mit dem Protein bzw. den Peptide bedeutet. dafl 
sowohl in der Sequenz des Proteins als auch bei 
den Peptiden Variationen In Form von AminosSure- 
austauschen bzw. Derlvatlslerungen mOglich sind, 

so di kein n EinfluB auf die Funktion dieser Peptide 
z.B. als Antigen haben. 

Legende zu Rgur 1 a-c. 

55 Nukleotid-Sequenz 5' - 3' des c-DNA-KIons, 

der fGr das Voriauferprotein des APC-Polypeptids 
codiert und die aus der DNA abgeleitet Amino- 
sSuresequenz. Die Aminosauren sind mit dem fol- 
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genden Rnbuchstaben-Code bezeichnet 



AminosMuren 




A 


Ala Alanin 


s 


B 


Asz Asn oder Asp 




C 


Cys Cystein (Cystin) 




D 


Asp AsparaginsSure 




E 


Glu GlutamlnsMure 




F 


Pho Phenylalanin 


TO 


G 


Gly Glycerin 




H 


His Histidln 

HS Homoserin 

HSL Homoserinlacton 




I 


He Isoleucin 


75 


K 


Lys Lysin 




L 


Leu Leucin 




M 


Met Methionin 




N 


Asn Asparagin 






Nle Norleucin 


20 


P 


Pro Prolin 




Q 


Gin Glutamin 




R 


Arg Arginin 




S 


Ser Serin 




T 


Thr Threonin 


25 


V 


Val Valin 




W 


Trp Tryptophan 




Y 


Tyr Tyrosin 




Z 


Glx Glu oder Gin 




X 


nicht identifiziert 


30 




Patentansprtiche 

Patentanspriiche fur folgende Vertragsstaaten 
: AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, NL, SE 

1. DesoxyribonukleinsSure der Sequenz gemSfl 
Rg. 1a - 1c und solche funktionellen Equiva- 
lente dieser Sequenz. In denen. bedingt durch 
die Degeneration des genetischen Codes, ein- 
zelne NuWeotide ausgetauscht oder derivati- 
slert sind, ohne daB dies einen BnfluB auf die 
Funktion der Nukleinsaure hat. 

2. DesoxyrlbonukleinsMure der Sequenz von Posi- 
tion 1 bis Position 2089 gemSB Rg. 1a - 1c 
und solche funktionellen Equivalents dieser 
Sequenz. in denen. bedingt durch die Degene- 
ration des genetischen Codes, elnzelne Nu- 
kleotide ausgetauscht oder derivatisiert sind, 
ohne dafl dies einen EinfluB auf die Funktion 
der NuklelnsSure hat 

3. Desoxyribonukleinsaure der Sequenz von Posi- 
tion 600 bis 900 aus Rg. 1a - 1c und solche 
funktionellen Equivalente dieser Sequenz, in 
denen, bedingt durch die Degeneration des 
genetischen Codes, einzelne NuWeotide aus- 
getauscht Oder derivatisiert sind. ohne dafl dies 



einen BnfluB auf die Funktion der Nukleinsau- 
re hat. 

4. Verwendung der DesoxyribonukleinsSure ge- 
mafl den AnsprUchen 1 bis 3 zur in vitro Dia- 
gnose der Aizheimer-Erkrankung. 

5. Testkit enthaltend die DesoxyribonukleinsSure 
gemSB den AnsprOchen 1 bis 3. 

6. VortSuferprotein des Amyloiden Plaque Pro- 
teins der Sequenz gemafl Rg. 1a - 1c und 
solche funktionellen Equivalente dieser Se- 
quenz, in denen, bedingt durch die Degenera- 
tion des genetischen Codes, einzelne Amino- 
s^uren ausgetauscht oder derivatisiert sind, 
ohne daB dies einen EinfluB auf die Funktion 
des Proteins hat 

7. Protein der Sequenz von Position 210 bis Posi- 
tion 290 gemSB Rg. la - 1c und solche funk- . 
tionellen Equivalente, in deren Sequenz, be- 
dingt durch die Degeneration des genetischen 
Codes, einzelne AminosMuren ausgetauscht 
oder derivatisiert sind, ohne daB dies einen 
EinfluB auf die Funktion des Proteins hat 

a Fragmente der Proteine nach den AnsprOchen 
6 und 7. * 

9. Verwendung der Proteine bzw. Fragmente ge- 
mSB den AnsprOchen 6 bis 8 zur in vitro Dia- 
gnose der Alzheimer Erkrankung. 



as 10. Nicht therapeutische Verwendung der Proteine 
bzw. Fragmente gem£8 den AnsprOchen 6 bis 
8 als Antigene zur Herstellung von Antiktfrpem. 

11. Antikorper gerichtet gegen die Proteine bzw. 
40 Fragmente gemaB den AnsprOchen 6 bis 8. 

12. Testkit enthaltend die Antikorper gemSB An- 
spruch 1 1 . 

45 13. Verwendung der Antikorper gemafl Anspruch 
1 1 zur in vitro Diagnose der Alzheimer Erkran- 
kung. 



50 



PatentansprUche TUr folgende Vertragsstaaten 
: ES, GR 



1. Verwendung der Desoxyribonukleinsaure ge- 
mafl Rg. 1a - 1c und solche funktionellen 
Equivalente dieser Sequenz, in denen, bedingt 
55 durch die Degeneration des genetischen Co- 

des, einzelne Nukleotide. ausgetauscht oder 
derivatisiert sind. ohne dafl dies ein n BnfluB 
auf die Funktion der Nukleinsaure hat, zur in 
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vitro Diagnose der Alzheimer-Erkrankung. 

Verwendung der DesoxyribonukleinsSure der 
Sequent von Position 1 bis Position 2089 ge- 
m£e Hg. 1a - 1c und solche funktionellen s 
Equivalente dieser Sequenz. in denen. bedingt 
durch die Degeneration des genetischen Co- 
des, einzelne NukJeotide ausgetauscht oder 
derivatisiert sind. ohne daB dies einen EinfluB 
auf die Funktion der NukletnsSure hat, zur in io 
vitro Diagnose der Alzheimer-Erkrankung. 

Verwendung der DesoxyribonukleinsSure der 
Sequenz von Position 600 bis Position 900 aus 
Fig. 1a - 1c und solche funktionellen Equiva- is 
lente dieser Sequenz, in denen, bedingt durch 
die Degeneration des genetischen Codes, ein- 
zelne Nukleotide ausgetauscht oder derivati- 
siert sind, ohne da8 dies einen EinfiuB auf die 
Funktion der NukleinsMure hat, zur in vitro Dia- 20 
gnose der Alzheimer-Erkrankung. 

Verwendung des Vorlauferproteins des Amyloi- 
den Plaque Proteins der Sequenz gemSe Fig. 
1a - 1c und solche funktionellen Equivalente 25 
dieser Sequenz, in denen, bedingt durch die 
Degeneration des genetischen Codes, einzelne 
Aminos&uren ausgetauscht pder derivatisiert 
sind, ohne dafl dies einen Einflufl auf die Funk- 
tion des Proteins hat, zur in vitro Diagnose der 30 
Alzheimer-Erkrankung. 



6. Verwendung der Proteine bzw, Fragmente ge- 
m50 den Ansprtlchen 1 bis 4 als Antlgene zur 
Herstellung von AntikBrpern. 

6. Verwendung der AntikSrper gemaB Anspruch 5 
zur in vitro Diagnose der Alzheimer-Erkran- 
kung. 

Claims 

Claims for the following Contracting States : 
AT, BE, CH, DE, FR« GB, IT, L1 f NL, SE 



35 
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1. Deoxyribonucleic acid of the sequence shown 45 
in Figures 1a • 1c and those functional equiv- 
alents of the sequence in which, due to the 
degeneration of the genetic code, individual 
nucleotides are exchanged or derivatised with- 
out this having an ffect on the function of the so 
nucleic acid. 

2. Deoxyribonucleic acid of the sequence from 
position 1 to position 2089 as shown in Figures 

1a - 1c and those functional equivalents of this 55 
sequence In which, due to the degeneration of 
the genetic code, individual nucleotides are 
exchanged or derivatised without this having 



an effect on the function of the nucleic acid. 

3. Deoxyribonucleic acid of the sequence from 
position 600 to position 900 as shown in Fig- 
ures 1a - 1c and those functional equivalents 
of this sequence in which, due to the degener- 
ation of the genetic code, individual 
nucleotides are exchanged or derivatised with- 
out this having an effect on the function of the 
nucleic acid. 

4. Use of the deoxyribonucleic acid according to 
Claims 1 to 3 for the in vitro diagnosis of 
Alzheimer's disease. 

6. Test kit containing the deoxyribonucleic acid 
according to Claims 1 to 3. 

6. Precursor protein of amyloid plaque protein of 
the sequence shown in Figures 1a - 1c and 
those functional equivalents of this sequence In 
which, due to the degeneration of the genetic 
code, individual amino acids are exchanged or 
derivatised without this having an effect on the 
function of the protein. 

7. Protein of the sequence from position 210 to 
position 290 as shown in Figures 1a - 1c and 
those functional equivalents in whose se- 
quence, due to the degeneration of the genetic 
code, individual amino adds are exchanged or 
derivatised without this having an effect on the 
function of the protein. 

a. Fragments of the proteins according to Claims 
6 and 7. 

9- Use of the proteins or fragments according to 
Claims 6 to 8 for the In vitro diagnosis of 
Alzheimer's disease. 

10. Non-therapeutic use of the proteins or frag- 
ments according to Claims 6 to 8 as antigens 
for the production of antibodies. 

11. Antibodies directed against the proteins or 
fragments according to Claims 6 to 8. 

12. Test kit containing the antibodies according to 
Claim 11. 

13. Use of the antibodies according to Claim 11 for 
th in vitro diagnosis of Alzheimer's disease. 
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Claims for the following Contracting States : 
ES, Gfl 

1. Use of the deoxyribonucleic acid according to 
Figures 1a - 1c and those functional equiv- 
alents of this sequence in which, due to the 
degeneration of the genetic code, individual 
nucleotides are exchanged or derivatised with- 
out this having an effect on the function of the 
nucleic acid, for the in vitro diagnosis of Alz- 
heimer's disease. 

2. Use of the deoxyribonucleic add of the se- 
quence from position 1 to position 2089 as 
shown In Figures 1a -1c and those functional 
equivalents of this sequence in which, due to 
the degeneration of the genetic code, individ- 
ual nucleotides are exchanged or de rivatis ed 
without this having an effect on the function of 
the nucleic acid, for the in vitro diagnosis of 
Alzheimer's disease. 

3. Use of the deoxyribonucleic acid of the se- 
quence from position 600 to position 900 as 
shown In Hgures 1a - 1c and those functional 
equivalents of this sequence in which, due to 
the degeneration of the genetic code, individ- 
ual nucleotides are exchanged or derivatised 
without this having an effect on the function of 
the nucleic add, for the in vitro diagnosis of 
Alzheimer's disease. 

4. Use of the precursor protein of amyloid plaque 
protein of the sequence shown in Figures la- 
ic and those functional equivalents of this se- 
quence in which, due to the degeneration of 
the genetic code, individual amino adds are 
exchanged or derivatised without this having 
an effect on the function of the protein, for the 
in vitro diagnosis of Alzheimer's disease. 

5. Use of the proteins or fragments according to 
Claims 1 to 4 as antigens for the production of 
antibodies. 

6. Use of the antibodies according to Claim 5 for 
the In vitro diagnosis of Alzheimer's disease. 

Revendlcatlons 

Revendlcatlons pour les Etats contractants 
sulvants : AT, BE, CH, DC, FR, GB, IT, U, NL, SE 

1. Acide desoxyribonucleique de sequence sut- 
vant les figures 1a-1c et equivalents fonction- 
nels de cette sequence dans lesquels. par 
degeneVescence du code genetique, certains 
nucleotides sont echanges ou derivatises sans 
que cela ait une influence sur la fonction de 



I'acide nucleique. 

2. Acide desoxyribonucleique de sequence allant 
de la position 1 a la position 2089 conforme- 

6 ment aux figures 1a-1c et equivalents fonction- 

nels de cette sequence dans lesquels, du fait 
de la degenerescence du code genetique, cer- 
tains nucleotides sont echanges ou derivatises 
sans que cela exerce une influence sur la 

to fonction de I'acide nudeique. 

3. Adde desoxyribonucleique de sequence allant 
de la position 600 & la position 900 sur les 
figures 1a-1c et les equivalents fonctionnels de 

is cette sequence dans lesquels, du fait de la 

degenerescence du code genetique, certains 
nucleotides sont echanges ou derivatises sans 
que cela exerce une influence sur la fonction 
de Padde nucleique. 

20 

• 4. Utilisation de Pacide desoxyribonucleique suh 
vant les revendications 1 & 3 pour le diagnostic 
in vitro de la maladie d 'Alzheimer. 

25 5, Kit analytique contenant Pacide desoxyribonu- 
cleique suivant les revendications 1 a 3. 

6. Precurseur proteique de la proteine de la pla- 
que amyloTde de sequence suivant les figures 

30 1a-1c et les equivalents fonctionnels de cette 

sequence dans lesquels, du fait de la degene- 
rescence du code genetique, des amino-ad- 
des individuels sont echanges ou sont derivati- 
ses sans que cela exerce une influence sur la 

35 fonction de la proteine. 

7. Proteine de la sequence allant de la position 
210 & la position 290 conformement aux figu- 
res 1a-1c et les equivalents fonctionnels de 

40 cette sequence dans lesquels, du fait de la 
degenerescence du code genetique. des 
amino-acides individuels sont echanges ou de- 
rivatises sans que cela exerce une influence 
sur la fonction de la proteine. 



45 



so 



55 



8. Fragments des proteines suivant les revendica- 
tions 6 et 7. 

9. Utilisation des proteines ou des fragments sui- 
vant les revendications 6 £ 8 pour le diagnostic 
in vitro de la maladie d' Alzheimer. 

10. Utilisation des proteines ou des fragments sui- 
vant ies revendications 6 & 8 comme antigenes 
non therapeutiques pour la preparation d'anti- 
corps. 
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11. Anticorps dirigEs contre les proteines ou frag- 
ments suivant les revendlcations 6 h 8. 

12. Kit analytique contenant les anticorps suivant 
la revendication 11. 

13. Utilisation des anticorps suivant la revendica- 
tion 11 pour le diagnostic In vitro de la maladie 
d'Aizheimer. 

Revendlcations pour les Etats contractanls 
sulvants : ES, GR 

1. Utilisation de I'acide d4soxyribonucl<5ique sui- 
vant les figures 1a-1c et Equivalents fonction- 
nels de cette sequence dans lesquels. sous 
Teffet de la dEgenErescence du code g6n6ti- 
que, certains nucleotides soot ^changes ou 
derivatisSs sans que cela ait une influence sur 
la fonction de I'acide nucldique. pour le dia- 
gnostic in vitro de la maladie d'Alzheimer. 

2. Utilisation de I'acide dEsoxyribonucIeique de la 
sequence allant de la position 1 & la position 
2089 suivant les figures 1a-tc et des equiva- 
lents fonctionnels de cette sequence dans les- 
quels, du fait de la d6g6nerescence du code 
gen6tique. certains nucleotides sont 6chang6s 
ou dErivatisEs sans que cela exerce une in- 
fluence sur la fonction de I'acide nucleique, 
pour le diagnostic in vitro de la maladie d* Alz- 
heimer. 



6- Utilisation des anticorps suivant la revendica- 
tion 5 pour le diagnostic in vitro de la maladie 
d'Alzheimer. 



10 



15 



20 



25 



30 



o 



3. Utilisation de I'acide dSsoxyribonucleique de la 
sequence allant de la position 600 & la position 
900 sur les figures 1a-1c et des Equivalents 
fonctionnels de cette sequence dans lesquels, 
h cause de la d6gen£rescence du code genEti- 
que, certains nucleotides sont 6chang6s ou 
derivatisEs sans que cela ait une influence sur 
la fonction de I'acide nucleique, pour le dia- 
gnostic in vitro de la maladie d'Alzheimer. 

4. Utilisation du pnScurseur protEique de la proli- 
ne de la plaque amylowJe de la sequence 
suivant les revendlcations 1a-1c et des Equiva- 
lents fonctionnels de cette sequence dans les- 
quels, & cause de la dSgEnErescence du code 
g6n6tique, certains amino-acldes sont 6chan- 
q6s ou derivatisEs sans que cela exerce une 
influence sur la fonction de la proline, pour le 
diagnostic in vitro de la maladie d' Alzheimer. 

5. Utilisation des prolines ou des fragments sui- 
vant les revendlcations 1 Ji 4 comme antig&nes 
pour la production d'enticorps. 



35 
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AOTTTCCTC00CA0C0OTAQOCQAGA -121 
QCACOCGGAOGAGCGTQCOCOGOGCCCCOGOAQACaacaOCOOTOaCQOCOCQQQCAQAO -61 
CAAQQACOCOaCOGATCCCACTCGCACAGCAGCGCACTCOGTQCCCCQCQCAQOQTCGCQ -1 

ATOCTOCCCaQTTTOOCACTOCTCCroCTGGCCOCCTOGACOGCTCOGOCOCTGaAOOTA 60 

hLPQLALLLLAAWTARALEV 

1 10 20 

CCCACTGATOGTAATaCTGaCCTOCTGaCTQA^CCCCAGATTOCCATaTTCTQTGOCAGA 120 
P T DOMAGLLACPQIAMFCQR 

30 40 

C T GaaCaTGCACaTGaaTGT CCagaaT 0GGAAGTGOGATTCAQATCCATCAGGGACCAAA 180 
Lnmwmn^JOnGKWDSOPSOTK 

30 €0 

ACCTGCATTOATACCAAGGAAGGCATCCTGCAQTaTTGCCAAGAAGTCTACCCTGAACTO 240 
TCI0TKEG1 LOYCQEOYPEL 

70 80 

CAijATCACCAATaTtSGTAGAtt^ 300 
0! TNVUeANOPUTlQNUCKK 

90 100 

GGCCGCAAGCAGTGCAAGACCCATCCCCACTTTGTGATTCCCTACCGCTGCTTAQTTGGT 360 
ORttQCtCTHPHFUlPYftCL^O 

no 120 

GAGTTTGT AAGT GATGCCCTTCTCGTTCCT GACAAGTGCAAATTCTTACACCAGGAGAGG 420 
EruSOALLV^POKCKFLHQER 

130 140 

ATGGATGTTTGCGAAACTCATCTTCACTGGCACACCGTCGCCAAAGAGACATGCAGTGAO 480 
* D V C C T HLHWHTV/AKCTCSE 

150 160 

AAGAGTACCA^CTTGCATGACTACGGCATGTTGCTGCCCTGCGGAATTGACAAGTTCCGA 540 
KSTNLMOYGMLLPCGI OKFR 

170 160 

OGGGTAGAGTTTGTGTGTTGCCCACTGGCTGAAGAAAOYGACAATGTGGATTCTGCTOAT 600 
GUErvc C PLACES -ONVOSAO 

150 200 

OCGGAOOAOGATGACTCGGATGTCTGaTGGGOCGGAGCAGACACAGACTATOCAGATGOO 660 
A EEOOSOVUIWGGAOTOYAOO 

210 220 

AGTGAAQACAAAGTAGTAGAAGTAQCAGAGGAaGAAGAAGTGQCTGAGaTGQAAGAAGAA 720 
SEO*VVC^AEEEEVAEVEEE 

230 240 

GAAGCCGATGATGACGAGGACGATGAGGATOGTGATGAGGTAGAQGAAGAGGCTaAOGAA 780 
EAOOOEOOEGODEVEEEAEE 

230 260 

CCCTACC^C^GCCACAGAGAGAACCACCAGCATTQCCACCACCACCACCACCACCACA 840 

pyeeat.erttsiattttttt 

270 280 

gagtctgtggaagaggtggttcgagttcctacaacagcagccagtacccctgatgccgtt 900 
csve cvu r \j p t taa stpoau 

290 3O0 

GACAAGTATCTCQAGACACCTGGGGATGAGAATGAAWT^^ 9€0 
OKYLETPGOENEHAMFQKAK 

310 320 



FIG. 1a 
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(^(*GGCTT<*GGCC/^GC/^ 1020 

OCaCV^CGTC'^GCAAaGaaCTTGCCTaAAGCTGaTaaGaaGGCaGTTATC^G^TTTC 1000 

330 360 

C^GGAG^CTGC^TCTTTCC^ 1140 

370 390 

aCaCACaTGGCCa(*CTGC>~CCCaT^^ 1200 
T^riAfiUCAMLNOftRRLALCN 

390 400 
TACATCACCCCTCTCCACCCTCTTCCTCCTCGOCCTCCTC^CCTCyCAATATCCTAAAO 1 «M 

410 

aa G taTGTCCGCG<><V~CAGaa^^ 1320 
KVURA£OKORQHTLKHrEHU 

430 * 0 

CaCATGOTOC^TCCCAAOA^aCCGCTCAGATCCOaTCCCAGGTTATGACACACCTCCGT 1 360 
RHVDPKKAAQ I RSQUMTHLR 

430 4€0 

aTGATTTATOAGCQCATGAATCAGTCTCTCTCCCTOCTCTACAACarGCCTGCAOTQGCC I 4 40 
UIYCRMNQSLSLLYNUPAUA 

470 

GAGOAGATTCAQOAT(V%AGTT(VXT(VVGCTGCTTCAGAAAGAGCAAAACTATTCAOATGAC 1300 
CCI QOCVOeLLOKCQNYSOO 

490 300 

QTCTTQGCCAACaTCVXTTAGTGAACCAAGGATCAQTTACOGAAACGATGCTCTCATGCCA 1 360 
UCANMl SGPRISYONOALMP 

310 320 

TCTTTGACCGaaaCCaaaacCACCOTGGAGCTCCTTCCCGTGAATGGaGAGTTCAGCCTG 1 620 
SLTeTKTTVeLLPVNG£rSL 

330 3 40 

GACGATCTCCAOCCOTGaCATTCTTTTGGGGCTGACTCTGTGCCAGCCAACACAOAAAAC 1 €80 
OOLOPUHSrOAOSVPANTGN 

330 3 60 

OAAGTTCAOCCTGTTGATOCCCGCCCTOCTOCCGACCOAGGACTGACCACTCGACCAOOT 1740 
EVCPUOARPAAOAGUTTRPO 

370 380 



FIG. 1b 
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TCTaG0TTCAC/^TATC^(V>CGC^O(>vCyxTCTCTC^GTC^CAT0CArOCA(yvvTTC 1800 
SOLTMIKTeCISCVICM [O A E f 

390 600 



CQACATC^CTf>0 CA^ATCAAOTTf>TCATCAAAAATT0OTCTTCTTT0CAOAAOftT0TO I960 
KH0S0YEV *«H0KCUFrAEO U_ 

err ; «<> 

OPT TCAAaCAAAGOTOCAATCATTOGACTCAT GOT OOG COOT GT TQT CAT AGCGaCaGT 0 1920 
- K wUwwWUWJW^^ 

ATCOTCATCaCCTTGOTGATGCTGAAOAAOAAACAOTaCACATCCATTCATCATOGTOTG 1380 
IVITLVMUKKROVTSIMMOW 

V VS^/ l »wA^ l »«^A»AwA^ViVA^S^«A»^ 630 « vO 



GTGOAGOTT(WCGCCaCTaTCACCCCAC^G(>xaCOCCACCTGTCO^aATGCAGCAGAAC 20 40 

E 1 
670 



UeVOAAVT P EERHLSHMQQN 

O wO 



GGCTACGAAAATCCAACCTACAAGTTCTTTGAGCAGATGCAGAACTAGACCCCCGCCaCA 2100 

OYENPTYKf TEQMQN* 

£90 

GCAGCCTCTGAAGTTGGACAOCAAAACCATTaCTTCACTACCCATCGQTOTCCATTTATA 2160 
GAaTAATOTQGGAAGAAACAAACCCGTTTTATGATTTACTCATTATCQCCTTTTOACAOC 2220 
TCTOCTOTAACACAAGTAGATOCCTGAACTTOAATTAATCCACACATCAQTAATOTATTC 2280 
TATCTCTCTTTACATTTTOGTCTCTATACTACATTATTAATOGGTTTTGTOTACTGTAAA 2340 

(V^TTTAGCTGTATCAAACTAGTGCATGAATAGATTCTCTCCTGATTaTTTATCACATAG 2400 
CCCCTTAGCCAOTTGTATATTATTCTTGTGGTTTGTGACCCAATTAAGTCCTACTTTACA 2460 
TATGCTTTAAOAATCGATGGGGGATGCTTCATQTGAACGTGGGAOTTCAGCTGCTTCTCT 2320 
TGCCTAAGTATTCCTTTCCTGATCACTATaCATTTTAAAGTTAAACATTTTTAAGTATTT 2360 
CAOATGCTTTAOACAGATTTTTTTTCCATCACTaCArTTTACTOTACACATTGCTOCTTC 2640 
TOCTATATTTGTGATATAGGAATTaAGAOGATaCACACQTTTGTTTCTTCGTGCCTOTTT 2700 
TArOTGCACACATTAGGCATTCAGACTTCAAGCTTTTCTTTTfTTGTCCACGTATCTTTG 2760 
GOTCTTTCaTAAAOAaaaGAATCCCTOTTCATTGTAAOCACTTTTACGGGGCGGGTGOGG 2820 
AGGQGfGCTCTGCTGGTCTTCAATTACCAAOAATTCTCCAAAACAATTTTCTGCAGOATO 2880 
ATTCTACAQAATCATTGCTTATGACATGATCGCTTTCTACACTOTATTACaTAAATAAAT 29 40 
TA AATAAAA TAaCCCCOGGCAAGACTTTTCTTTOAAGGATGACTACaQaCATTAAATAAT 3000 
CGAAGTAATTTTCOaTOGOOAGAAGAGGCACATTCAATTTrCTTTAACCAGTCTGAAGTT 30 60 
TCATTTATOArACAAAAOAAC^TOAAAATGGAAaTGGCAATATAAGGGGATGAOGAAGGC 31 20 
ATGCCTOGACAAACCCTTCTTTTAAGATOTGTCTTCAATTTGTATAAAATGGTGrr TTCA 3t 80 

TaTAAATAAATACATTCTTGGAOGAQC-poly(A) tad 

FIG. 1c 



